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Abstrakt 
Rekombinantní proteiny (r-proteiny) se stávají stále žádanější jak na trhu biotechnologickém, 
tak v průmyslu farmaceutickém. Vyrobit r-protein lze efektivně prostřednictvím metody 
transientní transfekce a tato metoda byla použita i v této práci. Buněčná kultura 293HEK 
EBNA 1 byla dočasně geneticky modifikována (tj. transientně transfekována) genem zájmu 
(AIM) za použití transfekčního agens polyethyleniminu (PEI) ve dvou různých transfekčních 
denzitách (tzv. denzitě „stávající“ a „testované“). Stávající transfekční denzita byla 
20x10
6
 buněk/ml a vyšší testovaná denzita byla 30x106 buněk/ml. Cílem této bakalářské práce 
bylo zjistit, zda testovaná vyšší transfekční denzita buněk při transientní transfekci (oproti 
nižší, běžně užívané „stávající“ transfekční denzitě) vede k vyšším výtěžkům r-proteinu. 
Do buněčné kultuy 293HEK EBNA byl dočasně vložen gen pro protein AIM (apoptotický 
inhibitor vylučovaný tkáňovými makrofágy). Úspěšně transfekované buněčné kultury byly 
zpurifikovány na Ni-NTA matrici a množství r-proteinu bylo kvantifikováno. Bylo zjištěno, 
že r-protein AIM se nacházel ve vyšších koncentracích shodně vždy v suspenzích o stávající 
transfekční denzitě 20x106 buněk/ml. Dílčími výsledky bylo doloženo, že kultivace buněčné 
kultury 293HEK EBNA 1 ve čtyřhranných lahvích vede k vyšším buněčným denzitám 
a viabilitám v průběhu produkce r-proteinu oproti kultivaci produkční kultury v tubách. 
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Abstract 
Recombinant proteins (r-proteins) are becoming increasingly popular both on the 
biotechnology market and in the pharmaceutical industry. An r-protein may be produced 
effectively through the transient transfection  method, used also in this thesis. Cell culture 
293HEK EBNA 1 was temporarily genetically modified (i.e. transiently transfected) by the 
gene of interest (AIM) using polyethyleneimine (PEI) as a transfection agent in two different 
transfection densities (i.e. “current” density and “test” density). The current transfection 
density was 20x10
6
 cells/ml and the higher test density was 30x10
6
 cells/ml. The aim of this 
Bachelor’s thesis was to determine whether the higher test transfection density of cells 
in transient transfection (as compared to the lower commonly used “current” transfection 
density) leads to higher yields of r-protein. A gene for the AIM protein (apoptotic inhibitor 
secreted by tissue macrophages) was temporarily inserted in cell culture 293 HEK EBNA. 
The successfully transfected cell cultures were purified on the Ni-NTA matrix and the amount 
of the r-protein obtained was quantified. It was ascertained that the r-AIM protein was always 
found in higher concentrations in the suspensions of the current transfection density 
of 20x10
6
 cells/ml. Partial results showed that cultivation of cell culture 293HEK EBNA 1 
in rectangular vessels leads to a higher cell density and viability in the course of the r-protein 
production as compared to the cultivation of the production culture in tubes. 
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1 ÚVOD  
Zájem o savčí rekombinantní proteiny roste s přibývající poptávkou v odvětvích přírodních 
věd a medicíny. Zvyšují se tak požadavky na množství a rychlost výroby těchto proteinů. 
Exprese rekombinantního proteinu je možné dosáhnout metodou transientní či stabilní 
transfekce. Známější a starší metodou je stabilní transfekce. Její výhoda spočívá ve stálosti 
exprese v buněčných liniích. Naopak je náročná na čas, který je potřeba věnovat selekci 
správného klonu. Oproti tomu transientní transfekce  má své přednosti právě v rychlosti 
provedení a následné expresi proteinu. Už během několika hodin můžeme sledovat produkci 
žádaného proteinu. I když je potřeba výrobu pokaždé znovu opakovat, i tak patří mezi 
žádanější postupy ve výrobě proteinů. 
Aby se zvýšil výtěžek těchto prodávaných r-proteinů, je potřeba neustále zdokonalovat 
kaskádu postupů, kterou obnáší transientní transfekce. Jednou takovou možností k zesílení 
produkce r-proteinu je zvýšení buněčné denzity během transientní transfekce.  
V současné době pracujeme s transfekční suspenzí o denzitě 20x106 buněk/ml. Tato denzita 
opakovaně vede k uspokojivým produkcím při transientní transfekci. Nicméně zvýšení 
transfekční denzity na 30x106  buněk/ml by mohlo vést k vyššímu podílu produkujících buněk 
v suspenzi a tím k zvýšení výtěžku rekombinantního proteinu. Díky tomu bychom mohli 
získávat proteiny z menšího objemu suspenze a tudíž zlevnit produkční náklady. 
Cílem bakalářské práce je zhodnotit vliv testované buněčné denzity na množství 
produkovaného r-proteinu.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST  
2.1 Rekombinantní protein v savčích expresních systémech 
Proteiny (peptidy) jsou v každé živé buňce všech organismů, tvoří tak všechny živé 
organismy. Protein je molekula složená z aminokyselin. Významné je pořadí aminokyselin 
v peptidovém řetězci, které je geneticky zakódováno. Důležitá je také prostorová struktura, 
která určuje mnoho proteinových funkcí v živém těle (obrázek 1). Užití tak nacházejí 
v biotechnologickém a farmaceutickém průmyslu, kde se geneticky upravují nejen pro 
výzkumné účely, ale i k výrobě lékových forem, potravinových přípravku atp.  
Biotechnologický a farmaceutický průmysl často využívá tzv. rekombinantní proteiny. 
Rekombinantní protein znamená, že do genomu producenta (savčí buňka) je uměle začleněn 
gen kódující požadovanou bílkovinu z jiného organismu. Ta je pak schopna produkovat 
protein. První rekombinantní proteiny byly vytvořeny v bakteriálních systémech Escherichia 
coli. Prokaryotické buňky E. coli nejsou schopny protein správně poskládat a specificky 
posttranslačně modifikovat. V současné době jsou k dispozici exprese i v eukaryotických 
(např. savčích) buňkách. Ty jsou vhodnější, pokud mají být proteiny správně složené a post-
translačně upravené. [1][2] 
 
 
 
Obrázek 1: Srovnání struktur proteinu, (A) superpozice 18 nejlepších struktur, (B) průměrná 
struktura, (C) superpozice 15 nejlepších struktur, (D) průměrná struktura. Zdroj VŠCHT 
Praha. 
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2.2 Příprava vektoru 
Jelikož samotný inzert nelze transfekovat, musí být vložen do funkčního kruhového 
plazmidového vektoru. Plazmidový vektor je kruhová DNA schopná replikace. Vektory jsou 
definovány jako kruhové dvouřetězcové molekuly DNA, do kterých byla pomocí molekulárně 
biologických technik vnesena molekula cizí DNA (inzert). Inzert kóduje požadovaný protein. 
Jako expresní systémy pro produkci rekombinantních proteinů v savčích buňkách se používají 
plazmidové vektory. [3] 
2.2.1 Inzert proteinu AIM-CD5 antigenlike  
Jako gen zájmu (GOI) byl zvolen protein AIM známý i jako CD5 antigenlike (apoptotický 
inhibitor vylučovaný tkáňovými makrofágy). AIM je produkován lipidovými makrofágy 
uloženými ve stěně cév a zhoršuje onemocnění zvané ateroskleróza. Také je spojen 
s onemocněním jako je obezita. [4] [5] [6] 
Peptidový řetězec AIM proteinu se skládá z 347 aminokyselin. Na doménu scavenger připadá 
328 aminokyselin a 19 na signální peptid (obrázek 2). Velikost proteinu je 40 kDa. Inzert 
nesoucí gen proteinu AIM s 347 aminokyselinami byl upraven přidáním restrikčních míst 
v sekvenci a 6x histidinové aminokyseliny (his-tag). Poté byl naklonován do přípravené 
plazmidové DNA. [7] [8] 
 
 
 
Obrázek 2: Zkrácená sekvence aminokyselin proteinu AIM (CD5-like). Zdroj UniProt. 
 
 
2.2.2 Tvorba vektorové DNA 
Plazmidový vektor  používaný v experimentální části této bakalářské práce obsahuje několik 
důležitých funkčních oblastí: 1) počátek replikace DNA tzv. „ori“, 2) klonovací místo, které 
obsahuje několik kombinací štěpných míst pro vložení inzertu, 3) signální sekvenci, která je 
zodpovědná za přenos mRNA z cytoplazmy do endoplazmatického retikula 4) CMV 
promotor regulující expresi proteinu. Vzor takového plazmidu (obrázek 3). [9] [10] 
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Obrázek 3:Plazmidový vektor pcDNA 5, zdroj Snapgene 
 
2.2.3 Reportérový gen 
Abychom měli možnost ověřit, zda došlo k přenosu plazmidu do hostitelské buňky je potřeba 
vložit spolu s vektorem nesoucí GOI reportérový gen kódující dobře detekovatelný signál, 
např. gen pro produkci proteinu GFP (Green fluorescent protein). Po úspěšné transfekci je 
GFP produkován. V úspěšně transfekovaných buňkách emituje GFP při pozorování pod 
fluorescenčním mikroskopem při 502 nm (zelená část světelného spektra).[11] 
GFP protein byl objeven roku 1961 Osamem Shimomuro (Princestonská univerzita, USA) 
jako vedlejší produkt fotoproteinu izolovaného z medůzy Aequorea aequorea. Za tento přínos 
do vědy byla Osamu Shimomuro udělena Nobelova cena za chemii. Je to protein skládající se 
z 238 aminokyselin, který fluoreskuje zeleně díky přenosu energie z vápenatých iontů 
aktivovaného fotoproteinem aequorin na GFP protein. V přírodě se nejčastěji vyskytuje v 
medúze Aequorea victoria (obrázek 4). [12] [13] 
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Obrázek 4: vlevo medůza Aequorea victoria, zdroj Dogstoc. Vpravo svítící buňky 293 HEK 
EBNA 1 transfekované GFP, zdroj BioVendor. 
 
2.2.3 Klonování plazmidové DNA 
Klonování plazmidové DNA zahrnuje syntézu DNA GOI, restrikci vektoru štěpícími enzymy, 
vložení a následnou ligaci vektoru s GOI. Dalším krokem je selekce pozitivních kolonií, 
amplifikace vektoru v E. coli a nakonec purifikace plazmidového vektoru. [14]  
Inzert GOI je potřeba spojit s plazmidovým vektorem. Na specifických místech v sekvenci 
vektoru dojde ke štěpení nukleových kyselin pomocí endonukleáz (štěpících enzymů). Tento 
proces se nazývá restrikce. Vznikne tak prostor pro vložení inzertu. V procesu nazvaném 
ligace dochází ke spojení inzertu a plazmidového vektoru prostřednictvím DNA ligázy. Takto 
vzniklý plazmid nabývá opět kruhovitého charakteru (obrázek 5). [15] [16] 
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Obrázek 5: Postup klonování plazmidové DNA, zdroj Shmoop. 
 
2.2.4 Izolace plazmidu 
Namnožený plazmid v odpovídajícím bakteriálním kultivačním médiu izolujeme pomocí kitů 
určených pro izolaci DNA. Přínosem izolace DNA pomocí těchto kitů, na rozdíl od dříve 
používané extrakce fenol-chloroformovou metodou, je její rychlost a čistota vyizolované 
plazmidové DNA.  
Při správném postupu se DNA adsorbuje na iontoměničovou membránu, přičemž nečistoty 
procházejí skrz kolonou. Proplachem kolony elučním roztokem dojde k uvolnění DNA 
z membrány. Po precipitaci DNA z eluátu pomocí isopropanolu je plazmid zakoncentrován 
a sterilně rozpuštěn ve vodě. Takto připravený plazmid lze použít k dalšímu kroku, kterým 
jsou stanovení čistoty a koncentrace plazmidu. [17] [18] [19] 
2.2.5 Stanovení čistoty a koncentrace plazmidu  
Čistota a koncentrace plazmidové DNA je měřena spektrofotometricky. Absorbce proteinu je 
nejsilnější při 280 nm a absorbce nukleových kyselin při 260 nm. Z tohoto důvodu byl poměr 
vlnových délek zvolen 280/260 nm. Naměřené hodnoty pro vlnovou délku 280/260 nm do 1,8 
lze považovat za odpovídající žádané čistotě. DNA má tedy dostačující čistotu potřebnou pro 
práci s buněčnými kulturami. Koncentrace je stanovena podle hodnoty absorbance roztoku 
DNA při 260 nm dle pravidla, že absorbance při 260 nm se rovná 1 a odpovídá koncentraci 
50 μg/ml.  
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Protože se v plazmidu poměrně často vykytuje endotoxin, je vhodné ho odstranit. Může mít 
nežádoucí účinky na buněčnou linii. Endotoxin je lipolysacharid uvolněný z gramnegativní 
stěny bakteriální buňky během jejího rozpadu. 
K ověření úspěšnosti odstranění endotoxinu slouží LAL (Limulus amebocyte lysate) test. 
Tento kit obsahuje endotoxinový lyzát, který je vyrobený z hemolymfy hrotnatce ostrorepa 
amerického (Limulus polyphemus). Princip spočívá v koagulaci hemolymfy při kontaktu 
s endotoxinem (obrázek 6). Na základě této skutečnosti je vyráběn výše zmíněný endotoxinový 
lyzát, který je obsahem každého LAL testu.  Po provedené chromogenní reakci je vzorek 
měřen spektrofotometricky při vlnových délkách od 405 do 410 nm. Metoda je rychlá a citlivá 
v rozmezí 0,1–1 EU/ml. [20] [21] [22] [23] [24] 
 
 
 
Obrázek 6: Odebírání hemolymfy tzv. „modré krve“ z ostrorepa amerického, zdroj Procproto. 
 
2.3 Buněčná linie HEK293 (Human Embryonic Kidney 293 cells) 
„Buněčná kultura se zakládá izolací určitého typu buněk ze zvířete, člověka či rostliny - 
zakládá se primokultura“ (MUDr. Vejražka, LF Karlova Univerzita, Praha). 
Lidské embryonální ledvinné buňky (HEK) byly izolovány v 70. letech v laboratoři Alexe van 
der Eba v Leidnu v Nizozemí z lidských abortovaných plodů. Označení 293 v názvu je 
pořadové číslo zdařilého experimentu „Tyto buňky byly po desetiletí klonovány, protože 
nabízejí spolehlivý způsob, jak vyrábět nové proteiny pomocí genetického inženýrství.“ 
(Dr. Mercola, Senomyx). Tato buněčná linie  se využívá už dlouhou dobu, dobře se kultivuje 
a roste, reaguje vhodně na bezsérová, bezproteinová média, lze je geneticky modifikovat, 
takže jsou oblíbené a často se používají. Díky své epiteliální morfologii patří mezi favority 
vhodné pro kultivaci a testování buněk, jak v adherentní (přisedlé), tak suspenzní formě zvané 
buněčná kultura (obrázek 7). [26] 
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Obrázek 7: Mikroskopicky snímané adherentní buňky 293 HEK (Human Embryonic Kidney), 
zdroj BioVendor. 
 
2.3.1 Kmen HEK293 EBNA 1 
O sedm let později roku 1977 byla buněčná linie HEK293 upravena pomocí transformace 
adenovirem 5 skupinou vědců pod vedením Franca Grahama na McMaster universitě, 
(Hamilton, Kanada). Pomocí rekombinantních technik byl do jejich genomu začleněn gen viru 
Epstein-Barr, který usnadňuje přenos plazmidu do dceřiných buněk. Vnesený plazmid je tak 
přenesen do obou dceřiných buněk během buněčného dělení, což zvyšuje expresi proteinu. 
Odtud název EBNA 1 (Epstein-Barr virus nuclear antigen-1) [25] [26] 
2.3.2 Kultivace buněčné kultury HEK293 EBNA 1 
Kultivace výše zmíněné kultury HEK293 EBNA 1 probíhá v mediích bohatých na živiny 
důležité pro buněčné dělení. Médium CDM4 HEK293 je médium, ve kterém mohou být 
buňky kultivovány bez séra. Aby byl zajištěn exponenciální růst této linie v médiu, je buněčná 
suspenze pravidelně rozsazována na takový počet, který by jim umožnil zdvojnásobení 
denzity za 24 hodin. Kultivace přisedlé buněčné kultury probíhá nejčastěji v inkubátoru při 
teplotě 37 °C za zvýšeného parciálního tlaku 5% oxidu uhličitého. Kultivace buněčné 
suspenzní kultury probíhá v třepačce za zvýšené 70% relativní vlhkosti a optimálního 
okysličení vzniklé třepáním. [27] [28] 
2.4 Transientní transfekce pomocí PEI (polyethylenimin)  
Transfekce spočívá v začlenění plazmidové DNA s inzertem GOI pro produkci žádaného 
r-proteinu do genomu hostitelské buňky 293HEK EBNA 1 chemickou metodou. Jako 
transfekční činidlo lze použít polyethylenimin. Následuje exprese a syntéza rekombinantního 
proteinu (obrázek 8). Již za několik hodin dochází k produkci několika miligramů až gramů 
r-proteinů. [29] [30] [31] 
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Obrázek 8: Průběh transfekce DNA:PEI v HEK293 EBNA 1 buňkách, zdroj Genebankbios. 
 
2.4.1 Transfekční agens PEI (polyethylenimin) 
PEI je uměle vyrobená makromolekula s polykationtovým charakterem. Řetězec se skládá 
z opakující se amino skupiny a uhlíků. Podle způsobu uspořádaní řetězce se rozděluje na 
formu lineární a rozvětvenou. Používaný PEI pro tento experiment byl PEI MAX, což je 
lineární forma tohoto polymeru plně hydrolyzována s delším souvislým řetězcem 
ethyleniminů. Velikost použitého PEI MAX byla 40 kDa (obrázek 9). [32] [33] 
 
Obrázek 9: Strukturní vzorec Polyethyleniminu MAX, lineární forma (PEI MAX), zdroj 
Polysciences. 
 
Aby mohlo dojít k začlenění cizí DNA do jádra hostitelské buňky, musí být DNA obalena 
PEI. Vzniká tak polykomplex DNA-PEI. Polyethylenimin udělí DNA kladný náboj 
prostředníctvím svých amino skupin, které jsou neustále protonovány. Takto vzniklý kladný 
polykomplex může projít záporně nabitou membránou hostitelské buňky díky endocytóze 
(vchlipováním). Jakmile je polykomplex uvnitř buňky dojde ke snížení osmotického 
potenciálu, zvětšení objemu polykomplexu, k prasknutí a uvolnění DNA do cytoplazmy. 
Pokud v průběhu tohoto procesu není DNA nijak poškozena, může DNA volně difundovat do 
jádra hostitelské buňky, kde je nabídnuta k transkripci (obrázek 8). [34] [35] 
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Všechny formy této molekuly jsou cytotoxické, proto je důležité dbát na množství použitého 
PEI. Ve větších dávkách je polymer toxický dvěma různými mechanismy. Narušením 
buněčné membrány, které vede k okamžité buněčné smrti, či narušením mitochondriální 
membrány a vzniku opožděné apoptózy. [36] [37] [38] 
2.5 Detekce a kvantifikace r-proteinu 
Vyráběný r-protein je rozpustný v médiu, proto ho lze stanovovat ze supernatantu. Detekčních 
metod k identifikaci a samotné detekci r-proteinu se nabízí hned několik. Avšak výběr 
správné metody je individuální dle požadavku na rychlost a cenu procedury. Mezi 
nejznámější a nejrozšířenější metody patří elektroforetická separace proteinu pomocí SDS-
PAGE (dodecylsíran sodný v polyakrylamidovém gelu), přenesení na membránu (tzv. 
Western blot) a detekce proteinu pomocí anti-his nebo specifické protilátky. [39] 
2.5.1 SDS-PAGE  
Separace proteinu na polyakrylamidovém gelu (PAGE) pomocí elektroforézy spočívá 
v „roztřídění“ proteinů na základě elektroforetické pohyblivosti v odpovídající hustotě gelu. 
Hustota gelu se určuje podle velikosti proteinu (nejčastěji 8-14%). Vzorek (směs proteinů 
v supernatantu) se dělí podle velikosti molekul (obrázek 10). [39] [40] 
Polyakrylamidový gel je polymerizován v přítomnosti amonia persulfátu a TEMEDu. Vytvoří 
se lineární zasíťované řetězce spojené methylenovými můstky. Vzniklá síť umožní separaci 
právě podle velikosti. Nevýhoda tohoto gelu je vysoká nebezpečnost, jedná se o neurotoxin.  
Příprava vzorku spočívá v denaturaci zahřátím v přítomnosti dodecylsíranu sodného (SDS), 
který vzorek proteinu obalí a zajistí tak záporný náboj. Po nanesení vzorku do gelu a spuštění 
elektroforézy, dochází v prostředí stejnosměrného proudu k separaci bílkovin. Proteiny 
záporně nabité putují k anodě různou rychlostí na základě své rozdílné molekulové hmotnosti. 
Následuje barvení gelu barvou Coomassie blue známou také jako briliantová modř, kde se 
obarví všechny proteiny. Po odbarvení v kyselém prostředí se sledují modré skvrny (bandy). 
Mezi další nespecifické způsoby vizualizace lze považovat barvení gelů pomocí dusičnanu 
stříbrného (AgNO3). Tato metoda je citlivější oproti barvení briliantovou modří a patří mezi 
kyselé metody. Principem je vazba stříbrných iontů na –SH a –COOH skupiny některých 
aminokyselin, proto ji nelze považovat za metodu plně kvantitativní. Této metody se využívá 
nejčastěji k detekci r-proteinu z eluátu po purifikaci. [41] 
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Obrázek 10: Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE), Zdroj Chemistry gatetech 
 
2.5.2 Purifikace na Ni-NTA agarozové matrici 
Purifikace (čištění) proteinu je řada procesů, které mají za úkol izolovat r-protein ze směsi. 
Purifikovaný r-protein AIM je značený his-tagem, který má afinitu k Ni-NTA skupině. 
Purifikace na Ni-NTA matrici spadá pod metody afinitní chromatografie. [42] 
Výchozím materiálem je buněčná kultura. Transfekované buňky produkují do média 
r-protein, který obsahuje his-tag. Substrátem pro purifikaci je supernatant. Purifikačním 
médiem je agarózový gel, který nese NTA (nitrilotrioctová kyselina) a je sycen Ni2+ ionty. 
His-tag má k NTA vyšší afinitu a je schopen se na matrici navázat. Elučním pufrem se tyto 
vazby rozpojí a získáváme tak eluát s purifikovaným r-proteinem. Takto vypurifikovaný 
r-protein je potřeba ještě dočistit a odstranit tak např. imidazol, což je chemikálie používaná 
v elučním pufru.  
Dočišťování probíhá pomocí dialyzačního střeva, které má specifickou velikost v kDa. Toto 
dializační střevo je schopno díky svým pórům odseparovat chemikálii jako je imidazol ze 
získaného proteinu. K odstranění imidazolu skrz dialyzační střevo dochází v pufru PBS (solný 
fosfátový pufr) přes noc. Tento proces se nazývá dialýza. Koncentrace proteinu byla 
stanovena metodou BCA (bicinchoninic acid assay). [43]  
2.5.3 Kvantifikace r-proteinu metodou BCA 
Princip této metody spočívá v četnosti zredukovaných Cu2+ iontů na Cu+ ionty peptidickými 
vazbami, které se nacházejí v každém proteinu. Toto množství je přímo úměrné množství 
proteinu ve vzorku. Množství zredukovaných iontů je chromogenně identifikováno vazbou 
dvou molekul kyseliny bicinchoninové na jeden iont Cu+. Vytvoří se konečný fialový 
produkt, který absorbuje světlo o vlnové délce 562 nm. [44] 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Chemikálie a materiály 
 
Tabulka 1: seznam chemikálií použitých v experimentu. 
Chemikálie Výrobce 
DMEM-F12 médium Pan-Biotech 
CDM4 HEK293 médium HyClone Laboratories 
FreeStyle médium GIBCO 
L-glutamin (2 mM) Applichem 
FCS Pan-Biotech 
PEI (1 mg/ml) Polysciences 
trypanová modř (0,4 %) Sigma 
polyakrylamidový gel (12%) BioRad 
Coomassie blue (briliantová modř) ROTH 
AgNO3 Sigma 
Ni-NTA matrice QIAGEN 
PBS pH 7,5 Lach-Ner 
imidazol (20, 40, 500 mM) Sigma 
Copper(II) sulfate  Sigma 
bicinchoninová kyselina Sigma 
 
Tabulka 2: seznam přístrojů a materiálů použitých v experimentu. 
Přístroje a materiál Výrobce 
sterilní laminární box, třída II 
biohazardu  Esco Labculture 
orbitální třepačka Kühner 
inkubátor (5 % CO2, 37 °C) Kendro 
fluorescenční mikroskop Zeiss 
centrifuga Sigma 
elektroforetické zažízení  BioRad 
míchadlo Maneko 
kartridže k zakoncetrování Sartorius 
spektrofotometr DYNEX 
tuby (50ml zkumavky) TPP 
čtyřhranné kultivační láhve DURAN 
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3.2 Metody 
3.2.1 Příprava a namnožení buněk HEK293 EBNA 1 
Lidské embryonální ledvinné buňky (HEK)  se dlouhodobě uchovávají  při nízkých teplotách 
až při  196°C v tekutém dusíku. Nejčastější objem zamraženého alikvotu je 1 ml. Toto 
množství je dostačující na pokrytí jedné kultivační láhve o ploše 75 cm2 (obrázek 11). Během 
jejich rozmražování byly opatrně rozpuštěny ve vodní lázní při 37°C. Takto rozpuštěné buňky 
byly vloženy do kultivační láhve spolu s kultivačním médiem DMEM-F12 s 10 % hovězím 
sérem (FBS) do celkového objemu 20 ml. Veškerá manipulace s buněčnou linii probíhala ve 
sterilním laminárním boxu. 
Připravená kultivační láhev s buňkami byla uložena do inkubátoru, který poskytnul přirozené 
podmínky pro buněčný růst. Díky séru v médiu se buňky staly adherentními, přisedlými na 
dně láhve a bylo je tak možné snadno pozorovat pod světelným mikroskopem. Doba za kterou 
buňky narostou je různá. Ve většině případů je to 3–5 dní, kdy je dno kultivační láhve 
zaplněno asi z 80–90%. Tohle kritérium je potřeba dobře sledovat, přerostlé buňky nemusí být 
v dobré kondici a následná exprese by mohla být ohrožena. 
Po dosažení potřebné hustoty jsou buňky připraveny k pasážování. Z jedné láhve tak byly 
vytvořeny dvě stejné láhve obsahující čerstvé médium a sérum. Celkový objem tedy byl 40 
ml. Po uplynutí 3–5 dnů byly buňky opět namnožené do kultivačních láhví s větší plochou 
dna, která byla 300 cm2 (obrázek 11). Kultivace opět probíhala v médiu DMEM-F12 a 10 % 
FBS dokud nebyl počet láhví dostačující pro suspenzní kulturu.  
 
 
 
Obrázek 11: Kultivační láhve velikosti 75 cm2 a 300 cm2 s buňkami 293HEK EBNA 1 v médiu DMEM-
F12. 
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3.2.2 Příprava suspenzní kultury HEK293 EBNA 1 
V průběhu růstu buněk v kultivačních láhvích byla pravidelně sledována jejich schopnost dělit 
se. Až bylo kultivačních láhví s buňkami dostatek (nejčastěji 2x 300cm2) bylo původní 
médium odsáto. Přisedlé buňky byly omyty fyziologickým roztokem, aby se odstranilo staré 
médium a sérum.   
Poté byly setřepány bez přítomnosti trypsinu do nového kultivačního média CDM4 HEK293 
bez séra. Jak už jsem se zmínila v kapitole 2.3.2, kultivace buněk HEK293 EBNA 1, dále jen 
EBNA 1, probíhala v bezsérovém médiu. Buňky byly rozsuspendovány v médiu CDM4 
HEK293 a přeneseny do litrových skleněných čtyřhranných lahví. Optimální a zároveň 
maximální objem pro tyto láhve je 400 ml. Objem ze dvou kultivačních láhví (2x 300 cm2) je 
asi 160 ml. Proto bylo k tomuto objemu ještě přidáno 240 ml čerstvého média CDM4 
HEK293. Vznikla tak suspenzní kultura třepaná v třepačce. Orbitální třepačka byla 
vytemperována na 37 °C. Buňky se zde třepaly rychlostí 110 otáček za minutu o poloměru 
otáčení 50 mm. Po uplynutí prvních 24 hodin byla kultura zkontrolována pod mikroskopem a 
byl ohodnocen stav buněk a jejich počet. 
Počet buněk na mililitr byl zjištěn pomocí Bürkerovy počítací komůrky. Po odebrání vzorečku 
byly buňky naředěny 1:1 tryptofanovou modří. Ty, které měly poškozenou buněčnou stěnu se 
obarvily na modro (mrtvé buňky). Sledovala se tak viabilita versus mortalita buněk 
mikroskopicky (obrázek 12). 
Po 2–3 týdnech třepání (aklimatizace) bylo možné buňky rozsazovat každý den, což znamená, 
že jim bylo přidáno čerstvé médium CDM4 HEK293 na konečnou denzitu 2x106 buněk/ml do 
objemu 400 ml (obrázek 12).  
 
 
 
Obrázek 12: Vlevo buňky 293HEK EBNA 1 v Bürkerově komůrce obarveny tryptofanovou modří (žluté 
buňky jsou živé), vpravo buňky 293HEK EBNA 1 ve čtyřhranné láhvi v objemu 400 ml na třepačce. 
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Buněčná kultura byla rozsazována pravidelně každý den na 1x106 buněk/ml. Pokud byl 
očekávaný nárůst kultury za 24 hodin dvojnásobný, tj. 2x106 buněk/ml, mohlo být přistoupeno 
k dalšímu rozsazování (obrázek 13). Množství rozsazovaných buněk odpovídalo spotřebě při 
transientní transfekci.  
 
 
Obrázek 13: Buňky 293HEK EBNA 1 v Bürkerově komůrce obarveny trypanovou modří (žluté buňky 
jsou živé), vlevo před rozsazením 2x106 buněk/ml a vpravo po rozsazení 1x10 6 buněk /ml. 
 
3.2.3 Příprava transfekční suspenze 
V experimentu byly srovnávány dvě transfekční buněčné denzity. Stávající denzita buněk 
v transfekci 20x10
6
 buněk/ml oproti testované 30x106 buněk/ml. Jak už jsem zmínila výše, 
buňky byly schopny zdvojnásobit svůj počet během jednoho dne. Proto byla buněčná kultura 
rozsazována přidáním čerstvého média CDM4 HEK293, každý den na 1x106 buněk/ml, kdy 
do druhého dne narostly na 2x106 buněk/ml.  
Množství požadované kultury potřebné pro experiment se lišil podle obsáhlosti prováděného 
pokusu. Byly provedeny dva experimenty, které jsem se pokusila zopakovat. Každá testována 
tuba/láhev byla vedena v duplikátu.  
První experiment byl proveden v tubách (50ml zkumavky). Bylo potřeba připravit 12 tub. 
Tuby byly vedeny v duplikátu celkem tedy 24 tub. Transfekční objem jedné 50ml tuby byl 1,5 
ml. Bylo potřeba tedy připravit 36 ml transfekční suspenze. Z toho polovina (18 ml) byla 
zakoncentrována na 20x106 buněk/ml a druhá polovina na 30x106 buněk/ml. Buněčná kultura 
EBNA 1 měla denzitu v den pokusu 2x106 buněk/ml. Množství zcentrifugované buněčné 
kultury bylo pro tuto transfekční denzitu 20x106 buněk/ml 180 ml kultury. Množství 
zcentrifugované buněčné kultury pro hustší testovanou transfekční denzitu 30x106 buněk/ml 
bylo 120 ml kultury.  
Druhý experiment byl proveden ve větším objemu kultury a to ve 30 ml ve skleněných 
čtyřhranných 250ml láhvích. Láhve byly celkem čtyři. Celkové potřebné množství 
transfekčního suspenze bylo 120 ml. Na tento transfekční objem bylo zcentrifugováno 1200 
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ml buněčné kultury EBNA 1 pro stávající transfekční denzitu 20x106 buněk/ml.  
Zcentrifugované množství buněčné kultury pro testovanou transfekční denzitu 30x106 
buněk/ml bylo 800 ml.  
3.2.4 Transientní transfekce 
Pokus byl rozdělen na testování transfekčních denzit v tubách, který byl zopakován a na test 
transfekčních denzit ve čtyřhranných láhvích, který byl taktéž zopakován. První pokus 
v tubách byl testovací skríning v menších transfekčích objemech, a to v 1,5 ml v 50ml 
zkumavkách. Každá tuba byla vedena v duplikátu. Tyto zkušební tuby sloužily pro užší výběr 
poměrů DNA:PEI pro testovanou transfekční denzitu (30x106 buněk/ml). Po výběru 
nejlepšího poměru DNA:PEI byl tento poměr použit do druhého pokusu ve čtyřhranných 
láhvích. Tento pokus prováděny v láhvích, kdy dojde k expandování objemu se nazývá 
scale up. Objem, ve kterém probíhala transfekce byl 30 ml a třepal se ve čtyřhranné 250ml 
láhvi. Každá láhev byla vedena v duplikátu. 
3.2.4.1 Transientní transfekce v tubách 
V případě skríningového testu byly zahrnuty 4 různé poměry DNA:PEI, které bylo třeba 
ověřit pro testovací transfekční denzitu 30x106/ buněk/ml. Zároveň byly tyto poměry 
DNA:PEI použity i do stávající transfekční denzity, aby bylo možné srovnat tyto dvě 
transfekční denzity vedle sebe. Byly vybrány tyto poměry DNA:PEI viz tabulka 3. Spolu 
s testovanými poměry byla v experimentu zahrnuta pozitivní kontrola transfekce s proteinem 
fetuinem B. U tohoto proteinu je dobře známá produkce a hodnoty viability či GFP během 
transfekce. Lze ho proto považovat za kontrolu procesu. Další kontrolou v experimentu byla 
tuba s buněčnou kulturou EBNA 1, která nebyla transfekována a tudíž sloužila jako informace 
o stavu suspenzní kultury. Tento pokus s 24 tubami byl zopakován. 
 
Tabulka 3: Testované 4 poměry pro stávající transfekční (20x106 buněk/ml) a testovací (30x106 
buněk/ml) denzitu. 
počet buněk/ml poměr DNA:PEI (μg/ml) 
20x10
6
 20:50 20:100 40:100 40:150 
30x10
6
 20:50 20:100 40:100 40:150 
 
Buněčná kultura EBNA 1 v médiu CDM4 HEK293 byla nejdříve zcentrifugována a zbavena 
tak média CDM4 HEK293. Poté byl sediment buněk rozsuspendován v transfekčním médium 
FreeStyle do objemu 1,5 ml/tubu. Do transfekční suspenze byly nejdříve napipetovány 
příslušné objemy DNA reportérového genu (GFP) a DNA GOI. Poté bylo napipetováno 
transfekční agens PEI. Všechny takto připravené tuby byly opatrně promíchané a umístěné na 
orbitální třepačku, kde se třepaly při 170 otáčkách za minutu. Poloměr otáčení byl 50 mm. 
Po 4 hodinách byly odebrány vzorky ke sledování viability pod světelným mikroskopem. Po 4 
hodinách transfekce bylo přidáno čerstvé médium CDM4 HEK293 na objem 10 ml. 
Následovalo pokračování třepaní tub na třepačce (obrázek 14).  
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Obrázek 14: Tuby (50ml) s transfekční suspenzí 10 ml v médiu CDM4 HEK293 na orbitální třepačce. 
 
3.2.4.2 Transientní transfekce ve čtyřhranných láhvích 
Vybraný poměr DNA:PEI 40:100 do testovací transfekční denzity z testovacích tub byl použit 
ve čtyřhranných láhvích (scale-up). Transfekce byla provedena do 30 ml transfekční suspenze 
v láhvi o objemu 250ml. Pro srovnání stávající transfekční denzitu byl vybrán poměr 20:50. 
Obě tyto láhve byly vedeny v duplikátu a pokus byl zopakován (tabulka 4). Transfekci 
doplňovaly dvě tuby pozitivní kontroly s proteinem fetuinu B a dvě tuby s buňkami EBNA 1. 
 
Tabulka 4: Testované 2 poměry pro stávající (20x106 buněk/ml) a testovací (30x106 buněk/ml) 
transfekční denzitu. 
počet buněk/ml poměr DNA:PEI (μg/ml) 
20x10
6
 20:50 
30x10
6
 40:100 
 
Buněčná kultura EBNA 1 v médiu CDM4 HEK293 byla opět nejdříve zcentrifugována a 
zbavena tak starého média CDM4 HEK293. Poté byl sediment buněk rozsuspendován 
v transfekčním médiu FreeStyle. Transfekce byla prováděná do transfekční suspenze 
v objemu 30 ml. Postup transfekce byl stejný jako u transfekce v tubách. Do transfekční 
suspenze buněk byly nejdříve napipetovány příslušné objemy DNA GFP a DNA GOI. Poté 
bylo napipetováno transfekční agens PEI. Všechny takto připravené láhve byly lehce 
promíchané a umístěné na orbitální třepačku, kde se třepaly při 140 otáčkách za minutu. 
Poloměr otáčení byl 25 mm. Po 4 hodinách byly odebrány vzorky ke sledování viability pod 
světelným mikroskopem. Po uplynutí 4 hodin transfekce bylo přidáno čerstvé médium CDM4 
HEK293 na objem 180 ml. Následovalo pokračování třepaní 250ml láhví na třepačce (obrázek 
15).  
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Obrázek 15: Čtyřhranné láhve (250ml) s transfekční suspenzí 30 ml v médiu CDM4 HEK293 v 
orbitální třepačce. 
3.2.5 Expanze transfekční suspenze do produkčního objemu 
Po uplynutí 4 hodin byly transfekční objemy expandovány produkčním médiem CDM4 
HEK293 na příslušné objemy. 
V případě skríningu byl expandovaný objem 1,5 ml navýšen na konečný objem 10 ml. U 
50ml tub s objemem 10 ml probíhá třepání opět při 170 otáčkách za minutu o poloměru 
otáčení 50 mm.  
Transfekční objem 30 ml ve čtyřhranných láhvích byl expandován médiem CDM4 HEK293 
na 180 ml. Tento objem byl pro 250ml láhev vysoký, a tak byla zvolena větší čtyřhranná 
láhev o objemu 500 ml (obrázek 16). Zároveň byly změněny podmínky třepání, tak aby 
transfekované buňky byly optimálně okysličované, třepané a nevznikala pěna na hladině 
suspenze. Rychlost třepání byla 110 otáček za minutu o poloměru otáčení 50 mm. Třepání 
buněčné kultury probíhalo šest dní během kterých byly odebírány vzorky ze třetího až šestého 
dne (T3–T6) k vyhodnocení viability a úspěšnosti transfekce a následné detekce r -proteinu. 
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Obrázek 16: Čtyřhranné láhve (500ml) s transfekční suspenzí 180 ml v médiu CDM4 HEK293 v 
orbitální třepačce. 
3.2.6 Detekce r-proteinu 
Detekce r-proteinu probíhala pomocí elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE). 
Čtvrtý den (T4), (u skríningu T3) a šestý den (T6) byly odebrány vzorky o objemu 1 ml 
z transfekční suspenze k detekci. Toto odebrané množství bylo 30 minut třepáno s asi 30 μl 
Ni-NTA matricí. Po ukončení třepání byly objemy (1ml) zcentrifugovány a sedimenty byly za 
redukujících podmínek povařeny. Takto připravené vzorky byly naneseny na 12% gel. Na 
základě výšky umístění bandů a srovnání se standardem byla vyhodnocena pozitivita či 
negativita produkce r-proteinu. Velikost zkoumaného proteinu AIM je 40 kDa, velikost 
pozitivní kontroly je 45 kDa. 
3.2.7 Purifikace r-proteinu na Ni-NTA agarózové matrici 
Purifikace spočívala v porovnání čistých výtěžků u dvou rozdílných transfekčních denzit 
s poměry 20:50 ve 20x106 buněk/ml a 40:100 ve 30x106 buněk/ml. 
Na základě pozitivní detekce r-proteinu na SDS-PAGE byly supernatanty o objemech 4x 
180 ml buněčné kultury (původní objem 8x 180 ml, duplikáty byly spojeny) zcentrifugovány 
při otáčkách 6000 g po dobu 10 minut. Čirý supernatant byl odseparován od sedimentu buněk 
a použit k purifikaci. Po centrifugaci byly získány čtyři supernatanty o objemech 4x 300 ml. 
Tyto čtyři supernatanty byly postupně zfiltrovány na filtrační aparatuře v přítomnosti ledu 
(obrázek 17). Před filtrací bylo změřeno pH, které bylo (podle potřeby) upraveno na pH 7,5.  
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Obrázek 17: Filtrační aparatura na ledu. 
 
 
Obrázek 18: Purifikační aparatura sestrojená ze dvou kolon s Ni-NTA matricí. 
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Přefiltrované supernatanty byly průběžně nalívány na kolony s niklovou matricí o objemu 
50ml. V této části purifikace docházelo k zachycení his-tagu proteinu na niklovou matrici 
(obrázek 18).  
Po odkápnutí poslední kapky kolonou byla matrice promyta PBS pufrem. Následovaly dva 
proplachy kolony. V prvním případě šlo o 20mM imidazol, v druhém případě šlo o 40mM 
imidazol. Posledním krokem purifikace na niklové matrici byla eluce 500 mM imidazolem. 
V tomto kroku došlo k uvolnění navázaného his-tagu z niklové matrice.  
Po dokončení purifikace na purifikační koloně, byla provedena detekce r-proteinu pomocí 
elektroforézy a barvením gelu AgNO3 z odebraných vzorečků. Díky této detekci bylo 
zjištěno, v kterých frakcích se r-protein nacházel. Vybrané frakce (20 a 40mM proplach, 
eluce) byly umístěny do dialyzačního střeva. Dialýza probíhala v dialyzačním pufru při 4°C 
přes noc za stálého míchání (obrázek 19).  
 
 
Obrázek 19: Dialýza s dialyzačními střevy v lednici 
 
Po ukončení dialýzy byly z dialyzačních střev odpipetovány čtyři testované suspenze 
a pomocí kartridžových čistících systémů byly postupně zakoncentrovány. Zahušťování 
suspenze bylo provedeno centrifugací při otáčkách 1000 g po dobu 1 hodiny.  
Po zakoncentrování a změření koncentrace r-proteinu byla povedena znova elektroforéza na 
SDS-PAGE a barvením Coomassie blue. 
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3.2.8 Kvantifikace a detekce r-proteinu 
Zakoncentrovaný r-protein byl kvantifikován pomocí metody BCA. Ke každému vzorku byl 
přidán měďnatý roztok, kdy došlo k redukci na měďný protein. Následovalo přídání kyseliny 
bicinchoninové, při kterém došlo k chelataci měďného iontu za vzniku fialového zbarvení. To 
bylo změřeno spektrofotometricky při absorbanci 562 nm.  
Detekce r-proteinu po zakoncentrování probíhala na SDS-PAGE barvením Coomassie blue. 
Nebylo již potřeba využívat citlivé metody jako je barvení gelu AgNO3. 
3.2 Výsledky 
3.2.1 Vliv transfekční denzity na viabilitu a denzitu buněk po transfekci 
Z transfekčních suspenzí třepaných v tubách byly vybrány ke zpracování výsledků dva 
poměry DNA:PEI a to 20:50 a 40:100 z časů T0–T3 jak pro stávající, tak pro testovanou 
transfekční denzitu.  
3.2.1.1 Viabilita buněk v koncentrované suspenzi (T0) 
První kontrolou úspěšnosti transfekce bylo odebrání a pozorování vzorků po  mikroskopem 
již po 4 hodinách po uplynutí transfekce. Srovnávané transfekční suspenze měly denzitu 
stávající (20x106 buněk/ml) a testovaná (30x106 buněk/ml) včetně kontroly buněk EBNA 1 
a pozitivní kontroly transfekce. Tento čas označujeme jako T0 a sledujeme pouze viabilitu. 
Denzita v tomto čase nebyla důležitá, neboť nás zajímal pouze vliv transfekčního agens PEI 
na buňky. Tenhle parametr byl vyhodnocen právě z viability transfekčních suspenzí. 
Viabilita v T0 se nacházela mezi 50–100% u všech sledovaných vzorků (jak v pokusu 
s třepanými tubami, tak v pokusu prováděném ve čtyřhranných lahvích). Viabilita 
v kontrolních netransfekovaných vzorcích byla v rozmezí 96–100%. U zásahů 
transfekovaných GOI v rozmezí 50–92%.(obrázek 20). 
Hodnoty viability u kultur třepaných v tubách byly v průměru 70% ve vzorcích o stávající 
transfekční denzitě a 78–92% ve vzorcích o testované transfekční denzitě (graf 1). Hodnoty 
viabilit kultur třepaných ve čtyřhranných lahvích byly 50–85% ve vzorcích o stávající 
transfekční denzitě a 54–80% ve vzorcích testované transfekční denzity (graf 2). 
Pozitivní kontrola (transfekce s plazmidem nesoucím gen fetuinu B) vykazovala očekávané 
hodnoty viability ve všech sledovaných pokusech. 
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Graf 1:Vyšší viabilita v testovaná transfekční denzitě GOI 20:50 oproti stávající transfekční denzitě 
GOI 40:100 v čase T0 (24 hod. po transfekci) a v následujících dnech T1–T6. Data byla 
zprůměrována ze dvou opakování a jejich duplikátů.  
 
 
 
Graf 2: Znázorněna vyšší viabilita ve stávající transfekční denzitě GOI 20:50 (1) oproti testovaná 
transfekční denzitě GOI 40:100 (1);(2) v čase T0 (24 hod. po transfekci) a v následujících dnech T1–
T6 . Data byla zprůměrována ze dvou měření (duplikátu). Značení (1);(2) je číslo opakování pokusu. 
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Obrázek 20: Buňky HEK293 EBNA 1 v Bürkerově komůrce v čase T0 po 4 hodinové transfekci, vlevo 
transfekované buňky GOI, vpravo netransfekované buňky. Modře zbarvené buňky jsou mrtvé. 
 
3.2.1.2 Viabilita a denzita buněk v expandovaném objemu v časech T1–T6 
Denzita a viabilita buněk byla hodnocena u pokusu třepaného v tubách v časech T1 a T3. 
Byly zaznamenány rozdíly v denzitě buněk mezi vzorky o stávající a testované transfekční 
denzitě a to u obou poměrů DNA:PEI. Při daném poměru DNA:PEI byla denzita buněk v T1 
a T3 v průměru 2 x vyšší ve vzorcích o testované transfekční denzitě buněk oproti stávající 
transfekční denzitě (Graf 3). 
Viabilita všech vzorků byla srovnatelná a v průběhu kultivace se snižovala, z 97–82 % v T1 
a na 82–72 % v T3 (Graf 1). 
Denzita a viabilita buněk byla hodnocena u pokusu třepaného ve čtyřhranných lahvích 
v časech T1, T4 a T6. Na začátku kultivace v produkčním objemu v T1 byly denzity buněk 
v suspenzi shodné u všech netransfekovaných buněk i u suspenzí transfekovaných GOI 
v obou srovnávaných denzitách. Kontrolní netransfekované buňky vykazovaly hodnoty 3,3–
5x10
6
 buněk/ml a viabilitu v rozmezí 93–100 %. U suspenzí transfekovaných GOI byly 
hodnoty denzit buněk v rozmezí 3,4–5x106 buněk/ml (obrázek 21).  
V průběhu kultivace v časech T4 a T6 nedošlo k výrazným změnám v denzitě buněk 
transfekovaných GOI. Do čtvrtého dne produkce buněčná suspenze rostla (1–1,6 x), poté 
stagnovala nebo mírně klesala (změna denzity 0,7–1 x) s výjimkou vzorku o stávající 
transfekční denzitě transfekovaných poměrem DNA:PEI 20:50, kde byl nárůst denzity buněk 
z T4 do T6 1,5 x (Graf 4).  
V prvním pokusu v případě kultur třepaných v láhvích byla viabilita v suspenzích 
transfekovaných GOI v průběhu produkce (T1, T4 a T6) vyšší než v druhém opakováném 
pokusu. Rozmezí viability u prvního pokusu bylo v T1 83–93 %, v čase T4 byly hodnoty 74–
85 % a v čase  T6 byly hodnoty 59–84 %. Rozmezí viability u druhého opakovaného pokusu 
bylo v T1 76–81%, v T4 63–67 % a v T6 43–53 % (Graf 2) (obrázek 22). 
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Průměrná viabilita u obou sledovaných transfekčních denzit kultivovaných ve čtyřhranných 
láhvích byla 64 ± 13% s vyjímkou  u transfekční denzity stávající a poměru 20:50 s viabilitou 
87 ± 4% po celou dobu kultivace (T0–T6). 
Průměrná denzita u obou sledovaných transfekčních denzit kultivovaných ve čtyřhranných 
láhvích byla 4,5 ± 0,7x106 buněk/ml s vyjímkou  u transfekční denzity stávající a poměru 
20:50 s viabilitou 5,7 ± 1,8x106 buněk/ml po celou dobu kultivace (T1–T6).  
Pozitivní kontrola (tranfekce s plazmidem nesoucím gen fetuin B) vykazovala očekávané 
hodnoty denzity a viability ve všech sledovaných pokusech. 
 
Graf 3:Vyšší denzita v testované transfekční denzitě GOI jak s poměrem 20:50, tak s poměrem 40:100 
oproti stávající transfekční denzitě GOI v obou sledovaných poměrech DNA:PEI po celou dobu 
třepání ve dnech T1–T3. Data byla zprůměrována ze dvou měření (duplikátu). 
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Graf 4:Vyšší denzita v testované transfekční denzitě GOI 40:100 (1),(2) oproti stávající transfekční 
denzitě GOI 20:50 (1);(2) ve dnech T1–T4. V čase T6 byla zaznamenána nejvyšší denzita u stávající 
transfekční denzity GOI 20:50 (1). Data byla zprůměrována ze dvou opakování a jejich duplikátů. 
Značení (1),(2) je číslo opakování pokusu. 
 
 
 
Obrázek 21: Denzita transfekovaných HEK293 EBNA 1 buněk GOI v Bürkerově komůrce v čase T1, 
vlevo buňky o stávající denzitě s počtem buněk 3,5–4,5x106 buněk/ml vpravo buňky o 
testované denzitě s počtem buněk 3,5–5,2x106 buněk/ml. 
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Obrázek 22: Viabilita transfekovaných HEK293 EBNA 1 buněk GOI v Bürkerově komůrce, vlevo 
buňky z času T4, kde se viabilita pohybovala mezi 63–85% (nahoře o stávající transfekční denzitě, 
dole o testované transfekční denzitě). Vpravo buňky z času T6, kde byla viabilita 43–84% (nahoře o 
stávající transfekční denzitě, dole o testované transfekční denzitě). 
3.2.2 Vyhodnocení svítivosti GFP (T1–T6) 
Svítivost GFP byla hodnocena u pokusu třepaného v tubách v časech T1 a T3. Podíl buněk 
produkujících GFP byl u vzorků transfekovaných GOI v T1 8-24%. Třetí den kultivace 
produkční suspenze bylo významně vyšší procento GFP u suspenzí o stávající transfekční 
denzitě (35-41 %) a to u obou poměrů DNA:PEI. Oproti tomu procento GFP u suspenzí 
o testované transfekční denzitě bylo v průměru 22 % (Graf 5). 
Svítivost GFP v pokusech s třepanými lahvemi byl hodnocen první, čtvrtý a šestý den 
produkce. Svítivost u prvního pokusu byla 11-14% v T1. Na obrázku 23 je zachycena 
svítivost GFP po 24 hodinách. Svítivost GFP byla 34-46% v T4 a 29-35% v T6 (Obrázek 24). 
V druhém opakování byl podíl GFP v T1 19-25%, v T4 48-54% a v T6 16-27% (Graf 6). 
Průměrná svítivost GFP byla u obou sledovaných transfekčních denzit kultivovaných ve 
čtyřhranných láhvích stejná pro všechny případy a to v průměru 30 ± 13,2% .  
Poměr buněk produkujících GFP u pozitivní kontroly vykazoval očekávané hodnoty. 
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Graf 5: Nejvyšší exprese GFP ve stávající transfekční denzitě v obou sledovaných poměrech DNA:PEI 
oproti testované transfekční denzitě v obou sledovaných poměrech DNA:PEI po celou dobu třepání 
T1–T3. Data byla zprůměrována ze dvou opakování a jejich duplikátu.  
 
 
 
Graf 6:Vyšší exprese GFP jak v testované GOI 20:50 (2), tak ve stávající transfekční denzitě GOI 
40:100 (2) oproti testovací transfekční denzitě GOI 20:50 (1) a stávající transfekční denzitě (1) ve 
dnech T1–T4. V čase T6 byla zaznamenána nejnižší denzita u stávající transfekční denzity GOI 20:50 
(2). Data byla zprůměrována ze dvou měření (duplikátu). Značení (1),(2) je číslo opakování pokusu. 
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Obrázek 23: Svítivost GFP transfekovaných 293 HEK EBNA 1 buněk GOI v Bürkerově komůrce 
v čase T1 třepané ve čtyřhranné láhvi, vlevo buňky o stávající denzitě s nejvyšší svítivosti GFP 25%. 
Vpravo buňky o testované denzitě s nejnižší svítivosti 11%.  
 
 
 
Obrázek 24: Svítivost GFP transfekovaných 293 HEK EBNA 1 buněk GOI v Bürkerově komůrce 
v čase T4–T6 třepané ve čtyřhranné láhvi, 2 obrázky vlevo jsou buňky zdokumentovány v čase T4 
(nahoře buňky s nejvyšší svítivosti GFP 54% o stávající transfekční denzitě, dole buňky s nejnižší 
svítivosti GFP 34% v testovací transfekční denzitě). 2 obrázky vpravo jsou buňky zdokumentovány 
v čase T6 (nahoře buňky s nejvyšší svítivosti GFP 35% o testované transfekční denzitě, dole buňky 
s nejnižší svítivosti GFP 16% ve stávající transfekční denzitě). 
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3.2.3 Detekce r-proteinu v časech T3–T6 
Očekávaná velikost proteinu pozitivní kontroly fetuinu B je 45 kDa a velikost proteinu AIM 
je 40 kDa. Výsledky z detekce r-proteinu AIM a pozitivní kontroly fetuinu B byly srovnány 
se svým opakováním pro čtvrtý (T4) a šestý den (T6). Bandy (pruhy) na gelu byly zřetelné 
a viditelné. Po srovnání se standardem, který má rozpětí od 14 do 97 kDa, analyzované 
proteiny odpovídaly své velikosti. 
Suspenze třepané v tubách byly hodnoceny pouze v čase T3. Výsledná detekce zobrazila 
vysoké pozadí a nebylo možné AIM identifikovat (obrázek 25). 
 
 
Obrázek 25: Záznam z detekce r-proteinu na 12% SDS-PAGE barvený Coomassie blue v čase T3, klad 
vzorků pozice 1: standard (velikost v kDa směrem shora dolů: 97,4; 66,2; 45; 31; 21,5; 14,4), 2: fetuin 
B v 20x10
6
 buněk/ml, 3–4: AIM (20:50) v 20x106 buněk/ml, 5–6: AIM (20:50) v 30x106 buněk/ml, 7–8: 
AIM (40:100) v 20x10
6
 buněk/ml, 9-10: AIM (40:100) v 30x106 buněk/ml. Velikost pozitivní kontroly 
fetuinu B je 45 kDa a r-proteinu AIM 40 kDa. Na gelu je možné pozorovat pouze fetuin B, který se 
nachází na pozici 2. R-protein AIM není možné lokalizovat z důvodů vysokého pozadí. 
 
Pokusy provedené ve čtyřhranných láhvích byly hodnoceny v čase T4 a T6. Ve všech 
vzorcích transfekovaných GOI byl nalezen r-protein AIM očekávané velikosti v obou 
sledovaných časech. Z intenzity bandu lze odhadnout, že síla exprese byla dostatečná k tomu, 
aby byl protein vypurifikován ze supernantantu a bylo kvantifikováno jeho množství. 
Zřetelný band r-proteinu fetuinu B jako pozitivní kontroly byl silný dle očekávání. 
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Obrázek 26: Záznam z detekce r-proteinu na 12% SDS-PAGE barvený Coomassie blue v čase T4, klad 
vzorků obr. vlevo: pozice 1 standard (velikost v kDa směrem shora dolů: 97,4; 66,2; 45; 31; 21,5; 
14,4), 2–3: fetuin B v 20x106 buněk/ml, 4–5: fetuin B 30x106 buněk/ml, 6–7: AIM (20:50) v 20x106 
buněk/ml, 8–9: AIM (40:100) v 30x106 buněk/ml; klad vzorků obr. vpravo-opakování: 1: standard, 2: 
fetuin B v 20x10
6 buněk/ml, 3:  fetuin B 30x106 buněk/ml, 4–5: AIM (20:50) v 20x106 buněk/ml, 6–7: 
AIM (40:100) v 30x10
6 buněk/ml. Velikost pozitivní kontroly fetuinu B je 45 kDa a r-proteinu AIM 
40 kDa. Na gelu je lokalizován fetuin B a r-protein AIM v odpovídající výšce. V případě obrázku vlevo 
jsou na pozicích 6–7 bandy viditelně silnější oproti bandům z pozic 8–9.   
 
 
 
 
Obrázek 27: Záznam z detekce r-proteinu na 12% SDS-PAGE barvený Coomassie blue v čase T6, klad 
vzorků obr. vlevo: pozice 1: standard (velikost v kDa směrem shora dolů: 97,4; 66,2; 45; 31; 21,5; 
14,4), 2–3: fetuin B v 20x106 buněk/ml, 4–5: fetuin B 30x106 buněk/ml, 6–7: AIM (20:50) v 20x106 
buněk/ml, 8–9: AIM (40:100) v 30x106 buněk/ml; klad vzorků obr. vpravo-opakování: 1: standard, 2: 
fetuin B v 20x10
6 buněk/ml, 3:  fetuin B 30x106 buněk/ml, 4–5: AIM (20:50) v 20x106 buněk/ml, 6–7: 
AIM (40:100) v 30x10
6 buněk/ml. Velikost pozitivní kontroly fetuinu B je 45 kDa a r-proteinu AIM 40 
kDa. Na gelu je lokalizován fetuin B a r-protein AIM v odpovídající výšce. V případě obrázku vlevo 
jsou na pozicích 6-7 bandy viditelně silnější oproti bandům z pozic 8–9. Tento rozdíl se potvrdil i v T6.  
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3.2.4 Purifikace a kvantifikace exprese r-proteinu AIM 
Protože kvalitativním stanovením pomocí SDS-PAGE nebyl r-protein AIM identifikován 
v suspenzích kultivovaných v tubách, nebylo proto u těchto pokusů přistoupeno k purifikaci 
a kvantifikaci exprese. 
R-protein AIM byl purifikován ze suspenzí kultivovaných v třepaných lahvích, a to 
z celkového objemu produkční kultury v čase T6. Po purifikaci r-proteinu byly získány čtyři 
frakce. Ná základě detekce proteinu na SDS-PAGE pomocí barvení AgNO3 byly vybrány ty 
frakce, kde se nacházel r-protein v požadované výšce na gelu. Bylo zjištěno, že se r-protein 
nachází v eluci, v přeplachu s 20mM imidazolem a v přeplachu s 40mM imidazolem. Proto 
byly tyto tři frakce umístěny do dialyzačních střev a dialyzovány za studena v PBS pufru 
(obrázek 28). 
 
 
Obrázek 28: Záznam z detekce r-proteinu na 12% SDS-PAGE barvený AgNO3 po purifikaci, klad 
vzorků obr. vlevo: pozice 1: standard, 2–3: proplach PBS, AIM (20:50) v 20x106 buněk/ml, 4–5: 
proplach PBS, AIM (40:100) v 30x106 buněk/ml, 6–7: proplach 40mM imidazolem, AIM (20:50) 
v 20x106 buněk/ml, 8–9: proplach 40mM imidazolem, AIM (40:100) v 30x106 buněk/ml; klad vzorků 
obr. vpravo: pozice 1: standard, 2–3: proplach 20mM imidazolem, AIM (20:50) v 20x106 buněk/ml, 
4–5: proplach 20mM imidazolem, AIM (40:100) v 30x106 buněk/ml, 6–7: eluce, AIM (20:50) 
v 20x106 buněk/ml, 8–9: eluce, AIM (40:100) v 30x106 buněk/ml. Velikost r-proteinu AIM je 40 kDa. 
Na gelu je lokalizován r-protein AIM v odpovídající výšce v případě proplachu 40mM imidazolem, 
proplachu 20mM imidazolem a eluce. Pozice 6–9 na levém obrázku a pozice 2–9 z pravého obrázku 
byly použity ke kvantifikaci r-proteinu. 
 
Vybrané frakce byly spojeny, dialyzovány a zakoncetrovány na 1 ml. K ověření úspěšnosti 
zakoncetrování byla provedena elktroforéza na SDS-PAGE pomocí barvení Coomassie blue. 
Konečný gel po purifikaci r-proteinu vypadal takto. (obrázek 29). 
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Obrázek 29: Záznam z detekce r-proteinu na 12% SDS- PAGE barvený Coomassie blue po 
zakoncentrování, klad vzorků: pozice 1: standard, 2: AIM (20:50) v 20x106/ buněk/ml, 3: AIM (20:50) 
v 20x10
6 buněk/ml-opakování, 4: AIM (40:100) v 30x106 buněk/ml, 5: AIM (40:100) v 30x106 
buněk/ml-opakování. Velikost r-proteinu AIM je 40 kDa. Na gelu je lokalizován r-protein AIM 
v odpovídající výšce bez náznaku rozpadu během zakoncentrování. 
 
Naměřené koncetrace pro jednotlivá opakování (tabulka 5) byly zprůměrovány (tabulka 6). 
Průměrný výtěžek získány ze zakoncetrované exprese r-proteinu AIM byl ve čtyřhranných 
lahvích provedený transfekcí GOI 20:50 o stávající transfekční denzitě 20x106 buněk/ml 
2,2 mg/l. Průměrný výtěžek  exprese r-proteinu AIM v čtyřhranných lahvích o testované 
denzitě 30x106 buněk/ml byl kvantifikován na 0,6 mg/l, tedy 3,6 x méně než u stávající 
transfekční denzity (tabulka 6). 
 
Tabulka 5: Naměřené koncentrace r-proteinu pomocí BCA metody. 
počet buněk/ml /poměr DNA:PEI koncentrace (mg/l) 
20x10
6/ 20:50  2,8 
20x10
6/ 20:50 (opakování) 1,5 
30x10
6/ 40:100 0,4 
30x10
6/ 40:100 (opakování) 0,8 
 
Tabulka 6: Zprůměrované naměřené koncentrace r-proteinu pomocí BCA metody. 
počet buněk/ml /poměr DNA:PEI průměr koncentrace (mg/l) 
20x10
6
/ 20:50  2,2 
30x106/ 40:100 0,6 
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3.3 Diskuze 
3.3.1 Transientní transfekce 
3.3.1.1 Exprese transfekčních suspenzí třepaných v tubách 
Byly testované čtyři poměry DNA:PEI ve dvou různých transfekčních denzitách. 
K vyhodnocení byly vybrány pouze dva poměry DNA:PEI a to 20:50 a 40:100. Tyto dva 
vybrané poměry DNA:PEI byly větším přínosem k vyhotovení a zpracování výsledků 
důležitých pro následují transfekci prováděnou ve větším transfekčním objemu (scale-up). 
Během kultivace transfekčních suspenzí v tubách došlo k odumření většiny buněk po třetím 
dnu kultivace. Proto byly výsledky zpracovány pouze do třetího dne kultivace (T0–T3). 
Toxicita PEI je vysoká. [36] I když se snažíme o optimální množství této chemikálie, 
nevyhneme se úmrtnosti buněk během čtyřhodinové transfekce. Ze zkušenosti víme, že pokud 
vypozorujeme po 4 hodinách (T0) vyšší viabilitu než 90%, transfekční agens PEI zřejmě 
nemělo požadovaný vliv na buněčnou membránu a nenarušilo ji dostatečně. Proto očekáváme 
průměrnou viabilitu nižší než 90 %. [37] [38] 
To, že byla viabilita buněk vyšší u suspenze o testovací transfekční denzitě v T0 než 
v suspenzi o stávající denzitě si vysvětluji tím, že podíl PEI na buňku byl menší. Nedošlo tak 
k proniknutí PEI skrz membránu u většiny buněk, což sebou nese vyšší viabilitu buněk. Vyšší 
viabilita v testované transfekční suspenzi po celou dobu kultivace oproti ostatním zkouškám 
mohla být způsobena nízkým poměrem DNA:PEI 20:50 na vysoký počet buněk při transfekci 
(jelikož šlo o testovanou transfekční denzitu). 
Optimální poměr DNA:PEI na buněčnou denzitu je ten, kdy je nejmenší podíl 
netransfekovaných viabilních buněk, nejvyšší podíl transfekovaných buněk schopných přežít 
a podíl buněk, které jsou poškozeny polykomplexem DNA:PEI (takže odumřou) je 
minimalizován. Při nevhodném vztahu DNA:PEI a buněčné denzity nepříznivě roste podíl 
poškozených buněk, které jsou v T0 viabilní, ale do T1 se rozpadnou. Proto sledujeme nízké 
denzity buněk v T1.  
Vyšší denzita buněk zaznamenána u pokusu o testovací transfekční denzitě v čase T1-T6 na 
rozdíl od transfekční denzity stávající je důsledkem přípravy transfekční suspenze s vyšším 
počtem buněk pro transfekci, kdy se jednalo o testovací (vyšší) transfekční denzitu 
30x10
6
 buněk/ml na rozdíl od stávající transfekční denzity 20x106 buněk/ml. Zdá se, že pro 
expresi je důležitý vyšší počet buněk během transfekce, proto byla do pokusů ve čtyřhranných 
láhvích (scale-up) vybrána jako testovaná transfekční denzita 30x106 buněk/ml. Abych 
vyrovnala poměr DNA:PEI k počtu buněk (což je důležité viz odstavec výše), byl vybrán 
poměr 40:100.  
Nízká svítivost GFP po 24 hodinách po transfekci v tubách je způsobena postupným 
rozsvěcováním GFP v buňkách. Svítivost GFP se postupně zvyšuje s akumulací GFP 
v transfekční suspenzi. Je prvním ukazatelem úspěšnosti transfekce. Hodnoty GFP jsou 
zpravidla nejvyšší čtvrtý den kultivace po transfekci, kdy je svítivost nejsilnější. Těchto 
výsledku nebylo docíleno, neboť většina buněk odumřela do třetího dne.  
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Výsledná detekce r-proteinu na SDS-PAGE z T3 zobrazila vysoké pozadí a bandy 
odpovídající r-proteinu nebylo možné identifikovat. Proto nebyly stanoveny konkrétní 
výsledky o produkci a kvantifikaci množství r-proteinu. 
3.3.1.2 Exprese transfekčních suspenzí třepaných ve čtyřhranných láhvích 
S narůstajícím kultivačním časem transfekčních suspenzí může denzita klesat či růst. Obecně 
lze říci, že kultury třepané v tubách měly vyšší viability v T0/T1, ale s kultivačním časem 
v expanzním objemu viabilita klesala tak rychle, že v čase po T3 bylo méně než 30 % buněk 
živých a pokus byl v T5 předčasně ukončen bez kvantifiakce produkce r-proteinu. Na rozdíl u 
suspenzí kultivovaných ve čtyřhranných lahvích byly zaznamenány nižší průměrné viability 
v čase T0/T1 (oproti transfekčním denzitám odečteným u suspenzí v tubách), ale viabilita 
buněk se udržovala na hladině 80 % až do T6. Předpokládám, že podmínky kultivace 
v láhvích (na rozdíl od kultivace v tubách) jsou pro expanzní kulturu příznivější a přispěly 
k vyšším hodnotám viability a k udržení dobré viability po delší kultivační čas. 
Pravděpodobně docházelo k lepšímu okysličení buněk během třepání, které je důležité pro 
růst. 
Transfekční suspenze třepané ve čtyřhranné láhvi o stávající transfekční denzitě s poměrem 
20:50 (první opakování) vykazovala nejvyšší denzitu (7,8x106 buněk/ml) a viabilitu (85 %) 
v průběhu celého produkčního času. Tyto vysoké hodnoty mohou být způsobeny 
nadstandardní viabilitou transfekovaných buněk, nebo odlišnými podmínkami při manipulaci 
s buněčnou kulturou (např. mohly být transfekovány jako jedny z prvních a tedy čas mezi 
centrifugací, převedením do média a kultivací byl nejkratší).  
V čase T1 byly u transfekčních suspenzí kultivovaných ve čtyřhranných láhvích zjištěny 
nejnižší hodnoty GFP v průběhu jejich kultivačního času, což je ve shodě s daty získanými ze 
suspenzí kultivovaných v tubách. Produkce GFP nastávala tedy ve stejný moment kultivace. 
Hodnoty GFP narůstaly u suspenzí kultivovaných ve čtyřhranných lahvích do T4 a poté 
klesaly. Pravděpodobně z důvodů nižší viability. 
Svítivost GFP umožnila dobře předpovědět expresi r-proteinu AIM detekovaném na SDS-
PAGE ve všech suspenzích třepaných ve čtyřhranných lahvích. Zobrazené bandy jsou 
zřetelné, což naznačuje zdařilou expresi, kterou bude možné kvantifikovat. Tato detekce 
(SDS-PAGE) je pouze kvalitativní zkouškou, nelze z gelu vyčíst rozdíl v množství r-proteinu.  
Jednotlivé rozdíly v intenzitě bandů na gelech mohou být způsobeny mírou exprese r-proteinu 
v daném vzorku, ale také chybou v množství odebrané Ni-NTA matrice pro detekci na SDS-
PAGE. 
V průběhu purifikace byl r-protein detekován v eluci i v proplaších s 20mM a 40mM 
imidazolem (obrázek 28). Proto byly do dialýzy použity všechny tyto frakce. Purifikovaný 
r-protein AIM se vyskytoval také v proplaších pravděpodobně pro slabou vazbu r-proteinu 
k Ni-NTA matrici, takže již 20mM imidazol způsoboval jeho uvolnění. [42]  
V obou pokusech kultivovaných ve čtyřhranných lahvích byla shodně detekována vyšší 
exprese u suspenzí o stávající denzitě (2,2 ± 0,65 mg/l AIM) než v suspenzích o testované 
denzitě (0,6 ± 0,20 mg/l AIM). Nižší transfekční denzita 20x106 buněk/ml je tedy optimální 
pro transfekci oproti testované denzitě 30x106 buněk/ml. Zdá se tedy, že zvýšení koncentrace 
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buněk při transfekci nevede k vyššímu podílu produkujících buněk v suspenzi, ani ke zvýšení 
výtěžku r-proteinu. Tranfekční denzita 20x106 buněk/ml vede pravděpodobně k vyššímu 
podílu tranfekovaných buněk (díky optimálnímu podílu komplexu DNA:PEI na buňku) a to 
vede k vyšší expresi. Počáteční denzita buněk v T1 byla srovnatelná u suspenzí o stávající 
a testované denzitě a tudíž zvýšení denzity buněk v transfekčním objemu nevede 
k „zahuštění“ produkční kultury.  
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4 ZÁVĚR 
Cílem této práce bylo zjistit, zda zvýšení transfekční denzity v metodě transientní transfekce 
povede ke zvýšení výtěžku r-proteinu AIM. Srovnávána byla stávající transfekční denzita 
(20x10
6
 buněk/ml) a vyšší testovaná transfekční denzita (30x106 buněk/ml). V prvním kroku 
byl zjišťován vliv poměru DNA:PEI na transfekční denzitu prstředníctvím skríningových 
experimentů v tubách. Ze získaných výsledků byly tyto dva poměry DNA:PEI (20:50 a 
40:100) aplikovány pro zvolenou stávající a testovanou buněčnou denzitu. Testování vlivu 
transfekční denzity buněk na výtěžek r-proteinu bylo provedeno ve větším objemu transfekční 
kultury ve čtyřhranných láhvích. Savčí buňky 293HEK EBNA 1 byly transfekovány 
příslušným poměrem DNA (AIM) a transfekční reagencie PEI. Jako kontrola úspěšnosti 
transfekce obsahovala DNA také reportérový gen GFP. Parametry hodnocené 
v experimentech byly buněčná denzita, viabilita a svítivost GFP.  
Skríningový experiment v tubách měl umožnit vyhodnocení vhodného poměru DNA:PEI pro 
transfekci ve větším objemu, což neumožnil. Byly zvoleny tyto poměry. Pro stávající 
transfekční denzitu DNA:PEI 20:50 a pro testovanou denzitu DNA:PEI 40:100. Rychlé 
snižování viability produkční suspenze vedlo k předčasnému ukončení kultivace a v těchto 
experimentech nebyl hodnocen výtěžek r-proteinu. 
Viabilita pozorovaná u kultur třepaných ve čtyřhranných láhvích byla sice z počátku kultivace 
nižší než u  kultur třepaných v tubách, ale přežívání buněk bylo delší (T0–T6). Tyto výsledky 
ukazují, že ve čtyřhranných láhvích byly lepší kultivační podmínky než v tubách.  
Denzita byla po celou dobu kultivace buněčných suspenzí v láhvích podobná jako ve stávající 
transfekční denzitě, tak v testované transfekční denzitě (4,5 ± 0,7x106 buněk/ml). Ovšem 
jedna ze čtyř kultivací se chovala jinak než ostatní tři kultivace. Jednalo se o kulturu 
tranfekovanou poměrem DNA:PEI 20:50 ve stávající transfekční denzitě, kde například 
buněčná denzita dosáhla počtu buněk až 7,8x106 buněk/ml v T6. V průměru měla buněčnou 
denzitu 5,7 ± 1,8x106 buněk/ml od T1–T6. U měření viability transfekčních kultur tomu bylo 
podobně jako u měření denzity. Všechny kultury vykazovaly viabilitu v průměru 64 ± 13 % 
od T0–T6 opět až na výjimku kultury transfekované poměrem DNA:PEI 20:50 ve stávající 
transfekční denzitě. Její viabilita byla v průměru 87 ± 4 % po celou dobu kultivace.  
Semi-kvantitativní detekce r-proteinu na SDS-PAGE z kultur třepaných ve čtyřhranných 
lahvích odpovídala výsledkům svítivosti GFP v časech T4–T6. Byla provedena purifikace r-
proteinu ze získaných supernatantů. Purifikací byly získány 4 eluáty odpovídající 4 expresím 
v láhvích (každý eluát byl směsí duplikátů v rámci jednoho experimentu, dva eluáty pro 
každou testovanou denzitu byly výsledkem opakování experimentu). Bylo zjištěno, že r-
protein se nachází ve vyšší koncentraci (a to až 3,6 x více) v produkční suspenzi získané 
transfekcí při stávající denzitě (20x106 buněk/ml) než při vyšší testované denzitě (30x106 
buněk/ml). Průměrná hodnota dvou koncentrací u suspenzí transfekovaných při stávající 
transfekční denzitě byla 2,2 ± 0,7 mg/l AIM, u suspenzí transfekovaných při testované 
transfekční denzitě byla 0,6 ± 0,2 mg/l AIM.  
Nejvyšší výtěžky r-proteinu (2,8 mg/l AIM) byly zaznamenány u suspenzí transfekcovaných 
při stávající transfekční denzitě v prvním experimentu. I když tyto vzorky vykazovaly 
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v průměru stejnou svítivost GFP (29 ± 13 %) od T1–T6 jako u ostatních vzorků  
(30 ± 13,3 %). Tato zřetelně nejzdařilejší kultivace má zcela jistě pozitivní podíl na výši 
výtěžku rekombinantního proteinu. Pro zvýšení výtěžku je tedy vhodné dále testovat 
a zefektivnit kultivační podmínky produkční suspenze. 
Závěrem tohoto experimentu je, že vhodnější transfekční denzita pro transientní transfekci je 
stávající transfekční denzita 20x106 buněk/ml. Vyšší transfekční denzita nevede ke zvýšení 
exprese r-proteinu. V tomto experimentu byla testována produkce pouze jednoho r-proteinu 
(AIM). Jak bylo uvedeno výše, na množství výtěžku má vliv denzita a viabilita produkční 
suspenze. Bude ještě třeba ověřit, zda lze dosažené výsledky aplikovat i na produkci jiných 
rekombinantních proteinů.  
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6 POUŽITÉ ZKRATKY 
 
r-protein   rekombinantní protein 
GOI    gen zájmu (gen of interest) 
DNA    deoxyribonukleová kyselina 
GFP    zelený fluorescenční protein (Green fluorescent protein) 
AIM r-protein, apoptotický inhibitor vylučovaný tkáňovými 
makrofágy 
PEI    polyethylenimin 
E. coli    Escherichia coli 
293 HEK lidské embryonální ledvinové buňky (Human embryonic kidney 
cells) 
EBNA 1 jaderný antigen Epstein-Barr viru (Epstein Barr nuclear 
antigen 1) 
FBS    hovězí sérum (Fetal Bovine serum) 
DMEM F-12   Dulbecco’s Modified Eagle‘s médium 
CDM4 HEK293  speciální médium zvyšující výtěžky r-proteinů  
FreeStyle   speciální médium podporující růst a transfekci buněk 
BCA    metoda stanovení proteinů (Bicinchoninic acid method) 
His-tag   histidinová aminokyselina 
LAL test   Limulus amebocyte lysate test 
SDS-PAGE   polyakrylamidový gel za přítomnosti dodecylsíranu sodného 
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7 PŘÍLOHY 
7.1 Souhrn výsledků z transfekčních suspenzí třepaných v tubách 
 
 
Graf 1: Znázorněna vyšší viabilita v testované transfekční denzitě GOI 20:50 oproti stávající 
transfekční denzitě GOI 40:100 v čase T0 (24 hod. po transfekci) a v následujících dnech T1–T6. 
 
 
 
Graf 3: Znázorněna vyšší denzita v testované transfekční denzitě GOI jak s poměrem 20:50, tak 
s poměrem 40:100 oproti stávající transfekční denzitě GOI v obou sledovaných poměrech DNA:PEI 
po celou dobu třepání ve dnech T1–T3 
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Graf 5: Znázorněna nejvyšší exprese GFP ve stávající transfekční denzitě v obou sledovaných 
poměrech DNA:PEI oproti testované transfekční denzitě v obou sledovaných poměrech DNA:PEI po 
celou dobu třepání T1–T3. 
 
 
Obrázek 24: Záznam z detekce r-proteinu na 12% SDS-PAGE barvený Coomassie blue v čase T3, klad 
vzorků  pozice 1: standard (velikost v kDa směrem shora dolů: 97,4; 66,2; 45; 31; 21,5; 14,4), 2: 
fetuin B v 20x10
6
 buněk/ml, 3–4: AIM (20:50) v 20x106 buněk/ml, 5–6: AIM (20:50) 
v 30x106 buněk/ml, 7–8: AIM (40:100) v 20x106 buněk/ml, 9-10: AIM (40:100) v 30x106 buněk/ml 
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7.2 Souhrn výsledků z transfekčních suspenzí třepaných ve čtyřhranných 
láhvích 
 
 
Graf 2: Znázorněna vyšší viabilita ve stávající transfekční denzitě GOI 20:50 (1) oproti testovací 
transfekční denzitě GOI 40:100 (1), (2) v čase T0 (24 hod. po transfekci) a v následujících dnech  
T1–T6 . 
 
 
Graf 4: Znázorněna vyšší denzita v testovací transfekční denzitě GOI 40:100 (1);(2) oproti stávající 
transfekční denzitě GOI 20:50 (1), (2) ve dnech T1–T4. V čase T6 byla zaznamenána nejvyšší denzita 
u stávající transfekční denzity GOI 20:50 (1). 
 
 
20% 
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stávající denzita GOI  20:50 (1) stávající denzita GOI 20:50 (2) 
testovací denzita GOI 40:100 (1) testovací denzita GOI 40:100 (2) 
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Graf 6: Znázorněna vyšší exprese GFP jak v testované GOI 20:50 (2), tak ve stávající transfekční 
denzitě GOI 40:100 (2) oproti testovací transfekční denzitě GOI 20:50 (1) a stávající transfekční 
denzitě (1) ve dnech T1–T4. V čase T6 byla zaznamenána nejnižší denzita u stávající transfekční 
denzity GOI 20:50 (2). 
 
 
Obrázek 25: Záznam z detekce r-proteinu na 12% SDS-PAGE barvený Coomassie blue v čase T4, klad 
vzorků obr. vlevo: pozice 1 standard (velikost v kDa směrem shora dolů: 97,4; 66,2; 45; 31; 21,5; 
14,4), 2–3: fetuin B v 20x106 buněk/ml, 4–5: fetuin B 30x106 buněk/ml, 6–7: AIM (20:50) 
v 20x10
6 buněk/ml, 8–9: AIM (40:100) v 30x106 buněk/ml; klad vzorků obr. vpravo-opakování: 1: 
standard, 2: fetuin B v 20x10
6 buněk/ml, 3:  fetuin B 30x106 buněk/ml, 4–5: AIM (20:50) 
v 20x10
6 buněk/ml, 6–7: AIM (40:100) v 30x106 buněk/ml. 
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Obrázek 26: Záznam z detekce r-proteinu na 12% SDS-PAGE barvený Coomassie blue v čase T6, klad 
vzorků obr. vlevo: pozice 1: standard (velikost v kDa směrem shora dolů: 97,4; 66,2; 45; 31; 21,5; 
14,4), 2–3: fetuin B v 20x106 buněk/ml, 4–5: fetuin B 30x106 buněk/ml, 6–7: AIM (20:50) 
v 20x10
6 buněk/ml, 8–9: AIM (40:100) v 30x106 buněk/ml; klad vzorků obr. vpravo-opakování: 1: 
standard, 2: fetuin B v 20x10
6 buněk/ml, 3:  fetuin B 30x106 buněk/ml, 4–5: AIM (20:50) 
v 20x10
6 buněk/ml, 6–7: AIM (40:100) v 30x106 buněk/ml 
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7.3 Záznam z měření množství r-proteinu metodou BCA 
7.3.1 Záznam z měření množství r-proteinu u stávající transfekční denzity 
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7.3.2 Záznam z měření množství r-proteinu u testované transfekční denzity 
 
 
